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AC(n)   Adenylatcyclase(n) 
hAC1-10  humane Adenylatcyclase Isoform 1-10 
AS(n)   Aminosäure(n)  
BSA   Bovines Serumalbumin 
C1, C2   Katalytische Domänen in Mammalia-Adenylatcyclasen 
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Summary 
 
Class III adenylate cyclases are important transmitters for external signals into 
the intracellular second messenger cAMP. According to sequence similarities, 
they are classified into four distinct classes, IIIa-d. Among them, the classes IIIa 
and IIIb stand out the most not only for being present in both prokaryotic and 
eukaryotic cells but also for carrying a large hexahelical membrane anchor with 
a potential regulatory function. Previous work on membrane-bound adenylate 
cyclases has indicated the ability to perceive extracellular signals through the 
similarly structured quorum sensors CqsS and LqsS from V. harveyi and L. 
pneumophila. However, a possible regulatory mechanism by the membrane 
anchors has not been defined yet. 
One of 26 cyclases from S. meliloti, CyaCSm, shows a noteworthy similarity to 
succinate:quinone oxidoreductases regarding its membrane anchor. 
It is a monomer consisting of one 6TM domain, a ferredoxin domain, and a 
catalytic domain. According to UV-Vis measurements, four highly conserved 
histidine residues are binding two heme B molecules as a prosthetic group in the 
first four α-helices of the membrane anchor. Hence, specifically replacing these 
residues by alanine demonstrated that these histidines are responsible for 
binding of heme B. Subsequently, in vivo and in vitro measurements of  these 
mutants  indicated  a significant decrease in AC activity. The hypothesis of AC 
regulation by the quinone Q0 and its reduced counterpart Q0H2 has been 
confirmed in this work. Experiments have shown a nearly threefold increase in 
cyclase activity under reduced (addition of Q0H2) to oxidized (addition of Q0) 
conditions. 
The formation of cAMP in mammalian cells is mainly regulated by GPCRs 
through the binding of the dissociated G protein subunit Gsα to the intracellular 
catalytic dimer. So far, direct regulation by an extracellular ligand  for these 
adenylate cyclases has not been shown. 
First in vitro experiments on the effect of several hormones and neurotransmitters 
on the human adenylate cyclase isoform 5 showed no significant changes in the 
amount of produced cAMP after activation with Gsα. 
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Only the addition of heat-inactivated human serum resulted in a significant 
inhibition of the Gsα-stimulated cyclase. This observation not only indicated the 
structural ability of the catalytic domains to recognize external signals, but also 
emphasizes the existence of a ligand in blood serum. The identification of ligands 
provides the basis for future research. 
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Zusammenfassung 
 
Adenylatcyclasen der Klasse III sind wichtige Übersetzer externer Signale in den 
intrazellulären sekundären Botenstoff cAMP. In Anbetracht ihrer 
Sequenzähnlichkeiten lassen sich diese in vier alleinstehende Unterklassen, IIIa-
d, unterteilen. Dabei wird den zwei Klassen IIIa und IIIb besondere Bedeutung 
zuteil; nicht nur, weil sie sowohl in Eukaryoten als auch in Prokaryoten vertreten 
sind, sondern auch aufgrund der oftmals großen hexahelikalen Membrananker 
mit einer naheliegenden regulatorischen Funktion. Bisherige Arbeiten über 
membrangebundene Adenylatcyclasen haben bewiesen, dass diese Enzyme die 
strukturelle Voraussetzung haben, extrazelluläre Signale mittels der 
strukturähnlichen Quorum-Sensing Rezeptoren CqsS und LqsS aus V. harveyi 
und L. pneumophila wahrzunehmen. Jedoch ist für membrangebundene 
Adenylatcyclasen bisher kein regulatorischer Mechanismus über den 
Membrananker beschrieben. 
Eine von 26 Cyclasen aus S. meliloti, CyaCSm, weist in Bezug auf ihren 
Membrananker eine bemerkenswerte Ähnlichkeit zu Succinat:Chinon-
Oxidoreduktasen auf. Dabei handelt es sich um ein Monomer bestehend aus 
einer 6 TM Domäne, einer Ferredoxin-Domäne und einer katalytischen Domäne. 
UV-Vis-Messungen zufolge binden vier hochkonservierte Histidinreste zwei 
Häm-B-Moleküle als prosthetische Gruppe innerhalb der ersten vier α-Helices 
des Membranankers. Daher zeigte der gezielte Austausch dieser Reste durch 
Alanin, dass diese Histidinreste für die Häm-B-Bindung verantwortlich sind. 
Anschließende in vivo und in vitro Messungen zeigten, dass das Enzym ohne 
Häm-B nur eine sehr geringe AC-Aktivität hat. In dieser Arbeit bestätigte sich die 
Hypothese einer Regulierbarkeit von CyaCSm durch das Chinon Q0 und das 
reduzierte Pendant Q0H2. In den Versuchen wurde eine beinahe dreifache 
Steigerung der Aktivität vom reduzierten (Q0H2-Zugabe) zum oxidierten Zustand 
(Q0-Zugabe) gemessen.   
Die Bildung von cAMP in Säugetierzellen wird überwiegend über GPCRs 
reguliert, indem die dissoziierte G-Protein-Untereinheit intrazellulär am 
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katalytischen Dimer bindet. Bisher steht der Beweis einer direkten Regulierung 
durch einen extrazellulären Liganden aus.  
Erste in vitro Versuche, in denen die Wirkung ausgewählter Hormone und 
Neurotransmitter auf die humane Adenylatcyclase Isoform 5 untersucht wurde, 
zeigten nach Aktivierung durch Gsα keine signifikante Änderung des cAMP-
Gehalts der Proben. 
Allein die Zugabe von hitzeinaktiviertem Humanserum zeigte einen deutlich 
inhibierenden Effekt auf die durch Gsα stimulierte Cyclase. Dies weist nicht nur 
auf die mögliche Fähigkeit der katalytischen Domänen hin, Signale von außen 
wahrzunehmen, sondern auch auf die Existenz von Liganden im Blutserum. Die 
Identifizierung der Liganden bildet die Basis zukünftiger Forschung. 
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1.  Einleitung 
 
Die Viabilität von Zellen hängt von der Fähigkeit ab, wechselnde 
Umweltbedingungen und äußere Reize zu erkennen und darauf physiologisch 
adäquat zu reagieren. Durch die Abgrenzung des Zellinneren zur Außenwelt 
mithilfe der Zellmembran können nur wenige Stoffe die Lipiddoppelschicht frei 
passieren. Daher bedienen sich viele regulatorische Systeme eines Signalwegs 
mittels sekundärer Botenstoffe. Ein Großteil der primären Botenstoffe (darunter 
Hormone, Neurotransmitter und Zytokine) aktivieren membrangebundene 
Rezeptoren, die intrazelluläre Signale generieren und dadurch eine Zellantwort 
auslösen. Die nachgeschaltete Signalweiterleitung innerhalb der Zelle erfordert 
die Bildung eines sekundären Botenstoffs wie cAMP. cAMP ist an vielen 
Prozessen zur Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Anpassung an den 
Nährstoffgehalt in der Umgebung, Aufrechterhaltung der Homöostase, etc. 
beteiligt (1). 
Die Zyklisierung von ATP zu cAMP unter Abspaltung eines Pyrophosphatrestes 
erfolgt durch die sowohl in prokaryotischen als auch in eukaryotischen Zellen 
vorhandenen Adenylatcyclasen, die anhand ihrer Sequenz und Struktur in die 
sechs Klassen I-VI unterteilt werden. Zur Klasse I gehören Adenylatcyclasen 
vieler gram-negativer Bakterien der Familie Enterobacteriaceae wie E. coli. In 
Klasse II finden sich pathogene Bakterien wie B. anthracis, P. aeruginosa und B. 
pertussis (2), deren ACn sezerniert werden und als extrazelluläre Toxine 
fungieren, indem sie in Wirtszellen eindringen und durch Überproduktion 
zelltoxische cAMP-Spiegel aufbauen (3). In den bisher wenig erforschten 
Klassen IV-VI finden sich nur wenige, bakterielle Vertreter (4). In der zahlenmäßig 
größten Klasse III befinden sich hingegen sowohl prokaryotische als 
eukaryotische ACn (5). Diese Gruppe wird aufgrund konservierter 
Sequenzmotive in der katalytischen Domäne in vier Subklassen, IIIa-IIId, 
eingeteilt (3,5). 
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1.1 Bakterielle Adenylatcyclasen 
 
Die für diese Arbeit interessanten bakteriellen ACn bestehen aus einer 
hexahelikalen TM-Domäne, an die sich C-terminal die katalytische Domäne 
anschließt. Jedes Monomer verfügt über sechs an der Katalyse beteiligte 
Aminosäuren (Abb. 1.1 rechts). Lysin und Aspartat gewährleisten die 
Substratspezifität. Zwei Aspartatreste binden bivalente Kationen (Mg2+ oder 
Mn2+) als Kofaktoren für den nukleophilen Angriff an der 3‘-Hydroxylgruppe der 
Ribose von ATP, während Arginin und Asparagin den Übergangszustand 
stabilisieren (3,6). Durch die Bildung eines Homodimers nach der Aktivierung 
entstehen zwei katalytische Zentren (3). 
Die Regulierung der Aktivität bakterieller ACn hat in der Forschung bisher nur 
wenig Interesse erfahren. Es gibt lediglich einige wenige Vertreter, deren 
Regulation nachweislich über den pH-Wert, Fettsäuren und CO2 erfolgt (7-10). 
Die Änderung der cAMP-Konzentration hat in Bakterien viele Auswirkungen. Gut 
erforscht ist hierbei die Katabolitrepression (11,12). Dieser Vorgang ermöglicht 
der Zelle ein schnelles Wachstum, indem Energie aus möglichst leicht 
verfügbaren Kohlenstoffquellen bezogen wird (12). Ausführlich untersucht wurde 
dabei die durch Glucose vermittelte lac-Repression im gramnegativen Bakterium 
E. coli. Dieses verfügt über eine einzige Adenylatcyclase CyaA aus der Klasse I 
und bevorzugt Glucose als Energiequelle. Erst wenn diese Kohlenstoffquelle 
erschöpft ist, bildet die Zelle Enzyme, die Zuckerquellen wie Lactose 
verstoffwechseln können (13). Diese Regulierung setzt nicht nur das 
Vorhandensein von Lactose in der Zelle voraus, sondern beruht auch auf einem 
rasanten Anstieg der cAMP-Konzentration, der durch das Fehlen von Glucose im 
Nährmedium ausgelöst wird (14). 
In Bakterien vermittelt cAMP seine Wirkung größtenteils über eine direkte 
Bindung an das cAMP Response Element (CRE) (13,15). Der dimere cAMP-
CAP-Komplex (cAMP-Catabolite-Activator-Protein-Komplex) wirkt als Aktivator 
für die Expression kataboler Operons, beispielsweise des lac-Operons, indem es 
sequenzspezifisch an DNA bindet (13). Dadurch wird die Bildung von β-
Galactosidase initiiert, wodurch dem Bakterium Lactose zur Energiegewinnung 
zur Verfügung steht.  
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1.2 Eukaryotische Adenylatcyclasen 
 
In Säugetieren wurden zehn Adenylatcyclase-Gene entdeckt, die für eine lösliche 
(AC10) und neun membrangebundene (AC1-9) Isoformen codieren. Die 
Expression der Isoformen ist teilweise gewebsspezifisch. AC10 (Subklasse IIIb) 
findet sich überwiegend in Spermatozoen und wird pH-unabhängig durch 
Bicarbonat aktiviert (16). Die Regulierung der Isoformen AC1-9 (Subklasse IIIa) 
ermöglicht eine weitere Unterteilung anhand ähnlicher Aminosäuresequenzen 
und funktioneller Eigenschaften. So sind AC1, AC3 und AC8 durch Ca2+-
Calmodulin aktivierbar, während AC2, AC4 und AC7 durch die Untereinheit Gβγ 
reguliert werden können. Die Aktivität von AC5 und AC6 hingegen lässt sich 
mittels Ca2+ und Giα hemmen. Anders als alle anderen ACn zeigte AC9 in vielen 
Arbeiten keine Stimulierung durch das pflanzliche Diterpen Forskolin (17-19) und 
steht somit allein. Jedoch besteht neueren Untersuchungen zufolge eine 
bedingte Stimulierbarkeit in Anwesenheit von Gsα (20,21). 
Der Aufbau der Isoformen AC1-9 ist einheitlich, die Verankerung in der Membran 
erfolgt über 2 x 6 α-Helices. Die erste hexahelikale Transmembrandomäne (TM1) 
befindet sich am N-Terminus, an die sich die katalytische Domäne C1a 
anschließt. Über eine Linkerregion (C1b) ist diese mit der zweiten 
Transmembrandomäne (TM2) verbunden, auf die wiederum eine katalytische 
Domäne (C2a) mit abschließendem C-Terminus C2b folgt. Die cAMP-Synthese 
erfolgt durch die Bildung eines Pseudoheterodimers mittels der beiden 
hochkonservierten katalytischen Domänen C1a und C2a, wodurch zwei 
Bindetaschen geformt werden (2,4). An der katalytisch aktiven Bindestelle wird 
ATP zu cAMP umgewandelt, während an der katalytisch inaktiven Bindestelle 
Forskolin (FSK) die Aktivität der ACn erhöht (6,22). 
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Abb 1.1 Schematische Darstellung katalytischer Domänen in ACn mit den sechs an der 
Katalyse von ATP zu cAMP beteiligten Aminosäuren (ASn) im Einbuchstabencode. 
Darstellung des Substrats in Grün: A = Adenosin, P = Phosphatgruppe. Me = bivalentes 
Metallkation. Links: Eukaryotische ACn, die ein Pseudoheterodimer mit einem aktiven 
Zentrum bilden, während in dem inaktiven Zentrum FSK gebunden werden kann (nicht 
dargestellt). Rechts: Bakterielle ACn, die durch die Bildung eines Homodimers zwei 
katalytische Zentren aufweisen. Adaptiert nach (3). 
 
In Säugetierzellen wird die Bildung von cAMP über die größte Familie der 
Zelloberflächenrezeptoren, den G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren (GPCRs), 
reguliert, die eine intrazelluläre Signalkaskade auslösen (Abb. 1.2). Dabei 
handelt es sich um Transmembranproteine mit heptahelikaler Struktur. Im 
Grundzustand binden heterotrimere GTP-bindende Proteine (G-Proteine) an 
einer intrazellulären Andockstelle der GPCRs. Diese G-Proteine bestehen aus 
einer α-Untereinheit und einer βγ-Untereinheit, wobei im inaktiven Zustand GDP 
an Gα gebunden vorliegt. Durch Aktivierung der GPCR durch Katecholamine, 
Peptidhormone, Aminosäuren etc., kommt es zu einer Konformationsänderung 
und der Rezeptor wirkt als Guaninnucleotid-Austauschfaktor, indem die Affinität 
für GDP gemindert und der Austausch gegen GTP erleichtert wird. Daraufhin 
dissoziiert der Komplex in die zwei aktiven Einheiten Gα-GTP und Gβγ. Diese 
wiederum beeinflussen die Synthese von cAMP durch Bindung am katalytischen 
Zentrum der Adenylatcyclasen (23). Durch die intrinsische GTPase-Aktivität der 
Gα-Untereinheit wird GTP in GDP + Pi gespalten, was zur Re-Assoziation der 
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beiden Untereinheiten und zur Bindung des nun wieder vollständigen trimeren 
Komplexes an den GPCR führt.  
In Eukaryoten vermittelt cAMP seine Wirkung über die Bindung an cAMP-
regulierte Kationenkanäle (24), EPAC (Exchange Protein activated by cAMP) 
oder als allosterischer Modulator der cAMP-abhängigen Proteinkinase A (PKA), 
durch deren katalytische Untereinheit die Transkription von etwa 105 Genen, die 
über das cAMP Response Element (CRE) verfügen, reguliert wird (23,25).  
 
 
 
Abb. 1.2 Regulierung membrangebundener Adenylatcyclasen (mACn, rechts) durch G-
Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR, links). Im inaktiven Zustand ist GDP an das 
trimere G-Protein gebunden. Sobald ein Ligand (Raute) an den GPCR bindet, erfolgt der 
Austausch von GDP gegen GTP. Die Gα- und Gβγ-Untereinheiten dissoziieren, wobei 
Gα durch Bindung an C1a und C2a der mAC die aktive Form der katalytischen Domäne 
stabilisiert. Die cAMP-Bildung nimmt daraufhin zu und der sekundäre Botenstoff reguliert 
weitere intrazelluläre Mechanismen.  
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1.3 Die Adenylatcyclase CyaC aus Sinorhizobium meliloti 
 
Das Gram-negative Bodenbakterium Sinorhizobium meliloti ist durch seine 
symbiotische Beziehung zu Hülsenfrüchtlern von agrarwissenschaftlichem 
Interesse. Dabei bilden sich an den Wurzelenden der Stickstofffixierung dienende 
Wurzelknöllchen aus, die das Pflanzenwachstum fördern. Anhand von 
Sequenzanalysen wurden im Genom des Bakteriums über 26 Cyclasegene 
ermittelt, was eine ungewöhnlich hohe Anzahl dieser Enzyme darstellt (26). 
Eines dieser Cyclasegene wurde in einer separaten Arbeit und in einem anderen 
wissenschaftlichen Zusammenhang identifiziert (27). Die Clusteranalyse der 6TM 
Domänen eukaryotischer und bakterieller ACn mit den 6TM Domänen der 
Quorum-Sensing Rezeptoren CqsS zeigte eine Aufteilung von ACn in fünf 
Gruppen (27). Neben der erwarteten Trennung in  eukaryotische TM1/TM2 (IIIa), 
bakterielle TM (IIIa), bakterielle TM (IIIb) ohne HAMP und bakterielle TM (IIIb) mit 
HAMP, fand sich eine getrennte Gruppe mit Ferredoxin-haltigen ACn (IIIb), die 
auch eine AC aus S. meliloti (CyaCSm) umfasste (27). 
Weitere Sequenzanalysen ergaben Ähnlichkeiten zu der Cytochrom b 
Untereinheit von Succinat:Chinon-Oxidoreduktasen (SQOR) (27). Dabei handelt 
es sich um Proteine der Atmungskette (28). Durch die Reduktion von Chinon zu 
Chinol ermöglichen sie den Elektronentransport über die mitochondriale 
Membran (29,30). Genau wie die Chinon-abhängigen Oxidoreduktasen enthält 
CyaCSm vier konservierte Histidinreste in den TM1-4, die zwei Häm-Moleküle als 
prosthetische Gruppe binden (31). CyaCSm hat einen modularen Aufbau, 
bestehend aus einer hexahelikalen Transmembrandomäne, einem an TM6 
anschließenden Eisen-Schwefelcluster (2Fe2S) und einer C-terminalen 
Cyclasedomäne (31). 
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Abb. 1.3 Clusteranalyse der 6TM Domänen von ACn und CqsS-ähnlichen sensorischen 
Rezeptoren aus 408 eukaryotischen und 1456 bakteriellen Sequenzen. Ausreißer 
wurden entfernt. Es bilden sich fünf getrennte Gruppen mit hohen Sequenzähnlichkeiten: 
(1) Membrananker bakterieller Klasse IIIb ACn mit zytosolischer Ferredoxindomäne (30 
Sequenzen); (2) Membrananker bakterieller Klasse IIIb ACn mit einer HAMP-Domäne 
(118 Sequenzen); (3) Membrananker bakterieller Klasse IIIb ACn ohne HAMP-Domäne 
(42 Sequenzen); (4) Membrananker bakterieller Klasse IIIa ACn (35 Sequenzen); (5) 
Membrananker Pseudoheterodimerer eukaryotischer Klasse IIIa ACn (TM1 677, TM2 
653 Sequenzen); (6) 6TM Domänen sensorischer Histidinkinasen ähnlich denen von 
CqsS (56 Sequenzen) (27). 
 
 
 
(1) 
(6) 
(5) 
(4) 
(3) 
(2) 
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1.4 Signaltransduktion in membrangebundenen Mammalia-Adenylatcyclasen 
 
Bisher geht man bei der Regulierung eukaryotischer Adenylatcyclasen von einem 
Zwei-Komponenten-System aus. Die Signalerkennung selbst erfolgt an den 
GPCRs, woraufhin intrazellulär die G-Protein-Untereinheiten Gα und Gβγ als 
Regulatorproteine dissoziieren. Diese regulieren sodann die ACn durch Bindung 
an der katalytischen Domäne. Der Vorgang lässt sich als horizontale 
Signaltransduktion bezeichnen, Gα bzw. Gβγ wirken intrazellulär direkt an der 
katalytischen AC Domäne. Isoformspezifisch erfolgt an dieser Stelle auch eine 
Regulierung durch zellinterne Botenstoffe wie Calmodulin und Ca2+. Allerdings 
gibt es Hinweise, die im Folgenden erläutert werden, dass ACn auch zu einer 
vertikalen Signaltransduktion fähig sind. Die Position der katalytischen Domänen 
zueinander kann vermutlich durch Strukturänderungen, ausgelöst durch 
Ligandenbindung an der Membran, beeinflusst werden. Hinweise darauf finden 
sich in der Literatur (5,20,27,32).  
In früheren Arbeiten ist es gelungen, funktionsfähige chimäre Proteine zwischen 
dem Quorum-Sensing Rezeptor CqsS aus Vibrio harveyi und der bakteriellen 
6TM AC Rv1625c aus Mykobakterium tuberculosis zu bilden (27). Die 6TM 
Domäne von CqsS ähnelt mit den über kurze Linker verbundenen α-Helices 
auffallend stark der membrangebundener ACn. Das Effektorprotein von CqsS 
selbst ist allerdings eine Histidinkinase, die wie ACn nach Aktivierung ein 
Homodimer bildet (27,33,34). Die Chimäre CqsS-Rv1625c ließ sich durch den 
Quorum-Sensing Liganden CAI-1 (Cholera AutoInducer-1, (S)-3-
hydroxytridecan-4-on) spezifisch und konzentrationsabhängig aktivieren (27).  
Bei der Konstruktion einer ähnlichen Chimäre bestehend aus dem Quorum-
Sensing Rezeptor LqsS aus Legionella pneumophila und der katalytischen 
Domäne von Rv1625c wurde als idealer Verbindungspunkt das N-terminale Ende 
der AS-Sequenz des Cyclase-Transducing-Elements (CTE) beschrieben (32). 
Beim CTE handelt es sich um eine hochkonservierte 19 ASn lange Region, die 
sich in ACn der Klassen IIIa und IIIb vor den katalytischen Domänen befindet und 
an die Coiled-Coil Struktur der TM-Domäne anschließt (32). In Kristallstrukturen 
zeigt es die Form zweier Helices, die durch einen 45° Winkel unterbrochen 
werden (5). Lag der Verknüpfungspunkt nicht am Beginn des CTE oder wurde 
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dieses ganz weggelassen, wurde die Signalweiterleitung innerhalb des chimären 
Proteins unterbrochen, was für eine zentrale Rolle dieser Region in der 
Regulation von ACn spricht (5,32). Es wird angenommen, dass das CTE durch 
Änderungen in der TM-Domäne eine ausgestreckte Konformation einnimmt und 
dadurch die katalytischen Domänen auf Abstand hält (32). 
Des Weiteren scheint das Azol-Antimykotikum Miconazol die AC9 direkt zu 
stimulieren und AC1 und AC2 zu inhibieren (35). Im Falle der Aktivierung der AC9 
lassen weitere Untersuchungen zu dem möglichen Mechanismus dieser 
Regulierung eine intrazelluläre Bindung an der katalytischen Domäne, wie sie für 
FSK, Giα oder Gsα bekannt ist, unwahrscheinlich erscheinen (20,35). Allem 
Anschein nach befindet sich die Bindestelle innerhalb der 
Transmembrandomäne (20). 
Die strukturellen Voraussetzungen für eine Signaltransduktion von der 
Membrandomäne zur katalytischen Domäne sind einer kryo-
elektromikroskopischen Analyse zufolge gegeben (21). TM6 und TM12 von AC9 
ragen 40 ASn lang in das Cytosol und bilden eine helikale Domäne (HD) in Form 
einer Coiled-Coil, bestehend aus HD1 und HD2, die für die korrekte Anordnung 
der beiden katalytischen Domänen unentbehrlich ist (21). 
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1.5 Die Rolle der hAC5 in der Insulinfreisetzung 
 
Diabetes mellitus ist eine Erkrankung, deren Ursache auf einem absoluten (Typ 
1) oder relativen (Typ 2) Insulinmangel beruht. Weltweit leidet mehr als 8% der 
Bevölkerung an dieser häufigsten und hinsichtlich der Folgen bedeutsamsten 
Form der Stoffwechselstörung (36). Während bei Typ 1 Diabetes eine 
Schädigung der Bauchspeicheldrüse vorliegt, wird bei Typ 2 nicht ausreichend 
Insulin aus den β-Zellen des Pankreas ausgeschüttet, obwohl es weiterhin 
synthetisiert wird. Genau wie die gesundheitlichen Folgen eines manifesten 
Diabetes sind auch die Entstehung dieser Erkrankung und die Mechanismen 
einer regelkonformen Insulinfreisetzung mannigfaltig und von zahlreichen 
Faktoren abhängig. 
Die Insulinausschüttung ist direkt an die Glucosekonzentration im Blut gekoppelt 
und verläuft zweiphasig, wobei beiden Phasen unterschiedliche Mechanismen 
zugrunde liegen (37-42). Zunächst gelangt Glucose durch den insulin-
unabhängigen Glucosetransporter 2 (GLUT2) (43), einigen dem 
widersprechenden Arbeiten zufolge allerdings nur durch die ebenfalls insulin-
unabhängigen Transporter GLUT1 und GLUT3 (44), in die β-Zellen und wird 
umgehend durch die Glucokinase in Glucose-6-Phosphat (G-6-P) umgewandelt. 
G-6-P wird zur Energiegewinnung in den Zellen weiter zu ATP abgebaut (45). 
Durch den Anstieg der ATP-Konzentration erhöht sich das Verhältnis von 
ATP/ADP, was zur Schließung der ATP-abhängigen Kaliumkanäle führt (46). Die 
dadurch ausgelöste Depolarisation der β-Zellen fördert einen vermehrten 
Einstrom an Ca2+-Ionen, indem spannungsabhängige Calciumkanäle geöffnet 
werden (47), was die Freisetzung von gespeichertem Insulin aus den 
Sekretionsgranula einleitet (37,43,48,49). 
Besonders deutlich wird der zweiphasige Verlauf, wenn man die jeweiligen 
Freisetzungsgeschwindigkeiten betrachtet. Die auf dem Calciumeinstrom 
beruhende erste Phase der Insulinfreisetzung dauert etwa 10 min und hat eine 
maximale Freisetzungsgeschwindigkeit von etwa 1.4 nmol/min. Anschließend 
geht die Ausschüttung in die zweite, länger andauernde Phase mit einer 
langsameren Ausschüttungsgeschwindigkeit von etwa 0,4 nmol/min und einer 
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pulsierenden Insulinfreisetzung über (50), die hauptsächlich durch andere 
amplifizierende Signale innerhalb der Zelle getragen wird (51). 
cAMP ist neben Ca2+ der wichtigste Effektor für die Insulinausschüttung aus den 
β-Zellen, da es die elektrische Aktivität der Zelle steigert und das Ca2+-Signal 
verstärkt, die Bereitstellung neuer Granula fördert und die Exocytose stimuliert 
(52,53). Zusätzlich vermittelt es über die PKA und EPAC wichtige Signale in der 
Gentranskription, indem es nicht nur die Zelldifferenzierung und -proliferation 
reguliert, sondern auch Zellen vor Apoptose schützt (54,55). 
Auf der Suche nach genetischen Risikofaktoren für die Entstehung eines Typ 2 
Diabetes wurden zahlreiche Punktmutationen beschrieben, unter anderem 
rs11708067 im 3. Intron der hAC5 (56,57). Zudem ist einigen mRNA-Screenings 
zufolge die Expressionsrate dieser Isoform im Vergleich zu allen anderen hACn 
in den β-Zellen am höchsten, d.h. etwa doppelt so hoch wie die der hAC1 und 
fünffach höher als hAC6 (58). 
Obwohl alle Isoformen der hACn im Pankreas vertreten sind, scheint die 
Stilllegung des Gens für hAC5 die durch Glucose stimulierte Insulinsekretion 
stark zu hemmen (58). 
Da die große Mehrheit der Untersuchungen zur Rolle von cAMP in der 
Entstehung von Diabetes Typ 2 bisher mit Langerhans-Inseln oder im Tiermodell 
durchgeführt wurden, kommen zahlreiche zugrundeliegende Mechanismen wie 
interzelluläre Kommunikation (zwischen den β-Zellen oder α/γ- und β-Zellen) 
oder der Einfluss von GPCRs und deren Aktivierung durch Glucagon oder GLP-
1 infrage. Von Interesse für diese Arbeit war die Möglichkeit einer Regulation der 
hAC5 oder anderer hACn durch im Humanserum zirkulierende Bestandteile wie 
Insulin, Glucagon, C-Peptid oder Glucose. 
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2. Zielsetzung 
 
Seit der Sequenzierung einer AC-Primärsequenz aus bovinen Gehirnzellen 
wurde vermutet, dass es sich bei den ACn um Proteine mit Transporter- oder 
Ionenkanalfunktion handeln könnte (59). Nicht nur die geladenen ASn innerhalb 
der sechs α-Helices, welche die Membran durchspannen, zeugen von einer 
gewissen Ähnlichkeit gegenüber anderen Transportproteinen, sondern auch die 
schiere Größe der Membrananker lässt auf eine weitere Funktion abseits der 
bloßen Verankerung schließen (59). Strukturen weiterer integraler 
Membranproteine zeigen, dass eine Ankerfunktion bereits mit 1-2 TM Domänen 
erreicht werden kann. Die beiden 6TM Domänen hingegen nehmen über 30% 
der Enzymgröße in Anspruch und zeigen eine vergleichsweise hohe 
Sequenzkonservierung zwischen den Isoformen verschiedener Spezies (5,60). 
Innerhalb einer Spezies unterscheiden sich die Membrananker der Isoformen 
allerdings gravierend, was auch eine Voraussetzung für eine individuelle 
Regulierung über isoformspezifische Liganden sein könnte (5,60).  
Durch die Omnipräsenz von cAMP als sekundärer Botenstoff in allen Zellen 
würde die Entdeckung solcher Liganden großes wissenschaftliches und 
therapeutisches Potential bergen (20). Aufgrund der größten Anzahl an 
Vertretern und einer hohen Diversität in Bezug auf Struktur und Funktion sind die 
ACn der Klasse III von besonderem pharmakologischem Interesse (5). Betrachtet 
man eine Clusteranalyse der 6TM Domänen der Klasse III ACn, wird eine 
Unterteilung in fünf Gruppen deutlich (Abb. 1.3).  
Erkennbar sind dabei einige nennenswerte Aspekte. TM1 und TM2 
eukaryotischer Klasse IIIa ACn (darunter auch alle humanen Isoformen AC 1-9) 
bilden zwei stark miteinander verbundene Gruppen, während Klasse IIIb ACn mit 
einer Ferredoxingruppe wie CyaCSm keinerlei Ähnlichkeit zu den restlichen TM 
Domänen aufweisen und somit eindeutig von SQOR abstammen (5). 
Ziel dieser Arbeit war die Beschreibung einer Signaltransduktion durch Liganden, 
die an der TM Domäne humaner ACn, speziell der Isoform 5, bzw. der AC 
CyaCSm binden und dadurch die Aktivität der katalytischen Domäne regulieren 
können.  
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Während hAC5 in die Klasse IIIa eingeordnet wird, gehört die bakterielle AC 
CyaCSm zur Klasse IIIb. Durch die grundlegend verschiedene Domänenstruktur 
der beiden ACn und der Tatsache, dass sie aus Pro- bzw. Eukaryoten stammen, 
ergaben sich auch unterschiedliche Herangehensweisen für die Suche nach 
einer Regulierbarkeit über die Membrandomänen. 
 
 
2.1 Die AC CyaCSm aus Sinorhizobium meliloti 
 
Die bereits durch J. Wissig in E. coli BTH101 ΔcyaA klonierte CyaCSm und deren 
Punktmutanten H27A, H31A, H68A, H105A und H149A wurden auf AC-Aktivität 
getestet. Dabei ergaben sich folgende Fragestellungen: 
 
- Bleibt isolierte CyaCSm ohne Membranintegration weiterhin aktiv? 
- Ist Häm-B, das durch die vier hochkonservierten Histidine als 
prosthetische Gruppe gebunden wird, für die Bildung von cAMP 
erforderlich? 
- Wird die Aktivität des Enzyms durch RedOx-Reagenzien, 
insbesondere durch das Chinon Q0 und das Chinol Q0H2, reguliert? 
 
Sollten sich diese Hypothesen bestätigen, würde der zugrundeliegende 
Mechanismus dem des lichtempfindlichen heptahelikalen Opsinrezeptors 
ähneln. Dabei handelt es sich um ein Sehpigment im Inneren von Netzhautzellen, 
das im inaktiven Zustand 11-cis-Retinal bindet und in den Diskmembranen 
verankert ist. Nach der Aktivierung durch Licht in einem festgelegten 
Wellenlängenbereich, isomerisiert 11-cis-Retinal zu all-trans-Retinal, was nicht 
nur zu einer veränderten Raumstruktur des Moleküls, sondern auch zu 
Konformationsänderungen im Opsinrezeptor führt (61). 
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2.2 Humane AC Isoform 5 
 
In Mammalia werden alle membrangebundenen ACn über GPCRs mittels der 
Gsα-Untereinheit der Gs-Proteine aktiviert, eine direkte Regulation über den 
Membrananker ist bisher unbekannt. Die membrangebundenen Isoformen 1-9 
sind in allen Geweben vertreten. Geht man von einer Regulierung über einen 
isoformspezifischen Liganden aus, so müsste dieser den Hormonen und 
Neurotransmittern ähnlich im Blutkreislauf zu finden sein, um alle Gewebe 
erreichen zu können.  
Es wurden daher folgende Untersuchungen durchgeführt: 
 
- Wird die hAC5 im aktivierten Zustand (durch Gsα) von einem bereits 
bekannten Hormon oder Neurotransmitter reguliert? 
- Wird die Aktivität der hAC5 durch Stoffe, die an der Regulierung des 
Blutzuckerspiegels beteiligt sind, beeinflusst? 
- Haben Bestandteile im Humanserum regulatorische Eigenschaften? 
 
Die Expression der hAC5 erfolgte dabei zunächst in HEK293-Zellen und 
anschließend in Sf9-Zellen (letzteres durch M. Finkbeiner), deren Kultivierung in 
serumfreiem Medium möglich ist. 
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3. Material und Methoden 
 
In diesem Abschnitt werden nur Material und Methoden zur Expression der hAC5 
in HEK293 Zellen beschrieben, da für die restlichen experimentellen Arbeiten ein 
Methodenteil in den Veröffentlichungen vorhanden ist. 
 
3.1 Medien und Kits 
 
Firma, Ort Material 
Thermo Fischer Scientific Inc., 
Langenselbold  
Lipofectamine™ 3000 Reagent 
P3000™ Reagent 
Life Technologies (Thermo Fisher 
Scientific) 
Gibco® DMEM Kulturmedium 
Gibco® Opti-MEM® + GlutaMAX™ 
Gibco® DPBS 
 
Transfektionslösungen 
Transfektionslösung A: 
o 125 µl Opti-MEM 
o 3,75 µl Lipofectamine® 3000 
 
Transfektionslösung B: 
o 125 µl Opti-MEM 
o 10 µl P3000TM Reagent 
o 24 µg DNA (Plasmid hAC5) 
 
Selektionsmedien 
Selektionsmedium #1: 
o 10 ml DMEM 
o 10% FBS 
o 1% PenStrep 
o 600 µg/ml G418 
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Selektionsmedium #2: 
o 10 ml DMEM 
o 10% FBS 
o 1% PenStrep 
o 300 µg/ml G418 
 
Kulturmedien 
Kulturmedium für T75 Flasche: 
o 14 ml DMEM 
o 10% FBS 
o 1% PenStrep 
o 300 µg/ml G418 
 
Kulturmedium für T175 Flasche: 
o 30 ml DMEM 
o 10% FBS 
o 1% PenStrep 
o 300 µg/ml G418 
 
HEK-Lysepuffer (pH 7,5): 
o 20 mM HEPES 
o 1 mM Na-EDTA 
o 2 mM MgCl2 
o 250 mM Sucrose 
o Ad 990 ml Wasser 
 
Frisch zugegeben: 
o 1 mM DTT 
o 1 Tablette Proteaseinhibitoren (Roche) pro 50 ml Lysepuffer 
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HEK-Resuspensionspuffer (pH 7,5): 
o 20 mM MOPS 
o 0,5 mM Na-EDTA 
o 2 mM MgCl2 
o Ad 1000 ml Wasser 
 
3.2 Geräte  
 
Firma, Ort Material 
Binder GmbH, Tuttlingen Inkubator Modell CB60 
Hera safe, Tüssling Heraeus Laminar Air Flow (Bauart EN 
12469-2000) 
 
3.3 Plasmid 
Es wurde das gleiche Plasmid verwendet wie das Ausgangsplasmid (hAC5 von 
GenScript in pLIB mit anschließender Amplifizierung in E. coli XL1blue) für die 
Expression der hAC5 in Sf9-Zellen.  
 
3.4 HEK293 
Verwendet wurden HEK293 Zellen Passage 6 aus dem Stock vom Arbeitskreis 
Ruth. 
 
3.5 Expressionsbedingungen und Zellernte 
 
Transfektion 
Etwa 0,5 Mio. HEK293 Zellen wurden am Vortag auf einer Petrischale (Ø 3,5 cm) 
in Opti-MEM + PenStrep ausgebracht. Die Transfektion erfolgte gemäß der 
Anleitung für Lipofectamine™ 3000, sobald 70-90% der Zellen konfluent waren. 
Anschließend erfolgte eine zweitägige Inkubation im Brutschrank (37° C, 5% 
CO2). Die Selektion wurde durch Kultivierung für 7 Tage in Selektionsmedium #1 
und weiteren 7 Tagen in Selektionsmedium #2 erreicht. 
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Zellernte 
Zur Zellernte wurde eine Anfangszellzahl von 2-8 Mio. Zellen pro T75 oder T175 
Flasche in Kulturmedium ausgebracht und bei 90-100% Konfluenz geerntet. 
Nach dem Waschen mit 2 x 10 ml kaltem DPBS wurden diese bei 4°C und 3000 
x g für 5 min abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Der Niederschlag 
wurde in HEK-Lysepuffer resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Das 
Volumen richtete sich dabei nach der Zahl der geernteten T175 Flaschen (0,5 ml 
pro T175 Flasche). Die Homogenisierung erfolgte durch 20 Auf- und Ab-
Bewegungen des Potters bei einer Motorleistung von 100%.  
Durch Zentrifugieren bei 1000 x g und 4°C für 5 min wurden die Zellkerne 
abgetrennt, der Überstand abgenommen und die Membranen in der 
Ultrazentrifuge bei 100.000 und 4°C für 60 min abzentrifugiert. Der daraus 
resultierende Niederschlag wurde in 0,5 ml HEK-Resuspensionspuffer pro T175 
Flasche mit einem Douncer resuspendiert und bei -80°C gelagert. 
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5. Wissig et al 
 
5.1 Eigenanteil 
 
Molecular microbiology, July 2019, p. 16-28 Volume 112, Issue 1 
doi:10.1111/mmi.14251 
 
CyaC, a redox-regulated adenylate cyclase of 
Sinorhizobium meliloti with a quinone responsive 
diheme-B membrane anchor domain 
Juliane Wissig1, Julia Grischin2, Jens Bassler2, Christopher Schubert1, Thorsten 
Friedrich3, Heike Bähre4, Joachim E. Schultz5*, Gottfried Unden1* 
 
1 Microbiology and Wine Research, Institute for Molecular Physiology, Johannes 
Gutenberg-University of Mainz, Becherweg 15, 55099, Mainz, Germany 
2 Max-Planck-Institut für Entwicklungsbiologie, Abt. Proteinevolution, Max-
Planck-Ring 5, 72076, Tübingen, Germany. 
3 Institute of Biochemistry, University of Freiburg, 79104, Freiburg, Germany.  
4 Medizinische Hochschule Hannover, Hannover, Germany.  
5 Pharmazeutisches Institut der Universität Tübingen, Auf der Morgenstelle 8, 
72076, Tübingen, Germany. 
 
Für diese Publikation habe ich die Adenylatcyclase CyaCSm und deren 
Histidinmutanten in E. coli BTH101 ΔcyaA exprimiert und daraus 
Membranpräparationen hergestellt. Diese wurden anschließend von mir unter 
den beschriebenen Reduktions- oder Oxidationsbedingungen auf ihre Aktivität 
getestet, die Ergebnisse ausgewertet und grafisch dargestellt (Fig. 5B, Fig. 7A). 
Juliane Wissig hat das Protein kloniert, transformiert und aufgereinigt. Juliane 
Wissig hat auch die Messung des Häm-B-Anteils und den in vivo AC-Test 
durchgeführt sowie sowohl SDS PAGE als auch Western Blots hergestellt und 
grafisch dargestellt.  
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Jens Bassler hat das Sequenzlogo erstellt und die bioinformatische Auswertung 
vorgenommen. Christopher Schubert hat das Homologiemodel erstellt. Thorsten 
Friedrich hat die EPR-Messung durchgeführt. Heike Bähr hat die 
Guanylatcyclase-Aktivität von CyaCSm getestet.  
Prof. Dr. J. E. Schultz und Prof. Dr. G. Unden haben die Arbeiten beaufsichtigt, 
waren an der Planung und Interpretation der Ergebnisse beteiligt und haben die 
Endversion des Manuskripts verfasst. 
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6. Seth et al 
 
6.1 Eigenanteil 
 
Cellular Signalling, April 2020, Volume 68 
doi:10.1016/j.cellsig.2020.109538 
 
Gsα stimulation of mammalian adenylate cyclases 
regulated by their hexahelical membrane anchors 
Anubha Setha,b, Manuel Finkbeinerb, Julia Grischinb, Joachim E. Schultza,* 
 
a Pharmazeutisches Institut der Universität Tübingen, Auf der Morgenstelle 8, 
72076, Tübingen, Germany. 
b Max-Planck-Institut für Entwicklungsbiologie, Abt. Proteinevolution, Max-
Planck-Ring 5, 72076, Tübingen, Germany. 
 
Für diese Publikation hat M. Finkbeiner die humanen Adenylatcyclase-Gene in 
Sf9-Zellen transformiert, eine Kultur angelegt, die Zellen geerntet und 
anschließend die Membranpräparationen hergestellt, wobei ich die Herstellung 
der Membranpräparation der Isoform 5 übernommen habe. A. Seth hat die 
Klonierung, Transformation, Expression und Herstellung der 
Membranpräparationen des chimären Enzyms CqsS-hAC2 durchgeführt. 
Anschließend hat sie alle Aktivitätstests mit CqsS-hAC2 nach Zugabe von Gsα, 
CAI-1, FBS und FSK geplant, durchgeführt, ausgewertet und grafisch dargestellt. 
Ebenso hat sie alle Versuche mit Proben aus der Gehirnrinde von Ratten nach 
Zugabe von „hitzeinaktiviertem“ HS, sowie die Wirkung von CAI-1 und FSK auf 
die basale und aktivierte hAC2 geplant, durchgeführt, ausgewertet und grafisch 
dargestellt.  
Die Versuche mit den durch Gsα aktivierten hACn 2,3,5 und 9 unter Einfluss von 
hitzeinaktiviertem HS wurden von mir geplant, durchgeführt, ausgewertet und 
grafisch dargestellt (Fig. 4, Supplementary Figure 3). M. Finkbeiner hat die 
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Hemmung durch hitzeinaktiviertes HS auf die Basalaktivität der hACn 2,3,5 und 
9 und den Einfluss von FBS und HSA auf hAC2 in Anwesenheit von Gsα geplant, 
durchgeführt, ausgewertet und grafisch dargestellt. Die Gsα-Dosis-
Wirkungskurve mit der hAC2 in Anwesenheit von je 5% bzw. 10% ebenso wie 
der Einfluss von hitzeinaktiviertem HS auf die Standardkurve wurden in 
Zusammenarbeit zwischen M. Finkbeiner und mir geplant, durchgeführt, 
ausgewertet und grafisch dargestellt (Supplementary Figure 5 links), während A. 
Seth die gleichen Arbeiten für die Standardkurve nach Zugabe von FSK 
übernommen hat. 
Prof. Dr. J. E. Schultz hat die Arbeit beaufsichtigt, war an der Planung und 
Interpretation der Ergebnisse beteiligt und hat die Endversion des Manuskripts 
verfasst sowie der Graphen erstellt. 
 
  
6.2 Publikation 
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Supplementary data: 
 
 
 
 Supplementary Figure 1. Gsα concentration-response curve of hAC2 in 
presence of 5 and 10 % human serum, respectively. Significances: *: p≤0.05 
compared to control. Error bars denote SD of 3 experiments. 
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Supplementary Figure 2. Inhibition of basal activity of hAC2 by human serum. 
Basal activity was 0.038 ± 0.006 nmol cAMP·mg-1·min-1. IC50 concentration 
determined by graph-pad was: 4.9% HS. 2-5 Experiments were carried out, Error 
bars denote SD 
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Supplementary Figure 3. Inhibition of basal activity of hACs 3, 5, and 9 by 
human serum. 2-5 Experiments were carried out. Error bars denote SD. Basal 
activities were: hAC3 0.025 ± 0.007; hAC5 0.049 ± 0.013; hAC9 0.150 ± 0.047 
nmol cAMP·mg-1·min-1 IC50 concentrations determined by graph-pad were: 6.0% 
estimated ~40% and 5.9%, respectively 
 
 - 63 - 
 
 
 
Supplementary Figure 4. Inhibition of basal AC activity in a rat brain cortical 
membrane preparation. Basal activity (100 %) was 325 pmol cAMP·mg1·min-1. n = 
3, Error bars denote SD. Significance: ‡: p< 0.001 
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Supplementary Figure 5. Standard curves for cAMP determination generated 
with the homogenous-time-resolved fluorescence assay from Cisbio in presence 
of 20 % human serum or 25 µM forskolin. No interference of serum and forskolin 
(and other agents used in respective AC assays such as Gsα at 1 µM or DMSO 
at 2%) was observed.  
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7. Finkbeiner et al 
 
7.1 Eigenanteil 
 
International Journal of Medical Microbiology, May-June 2019, p. 245-251 
Volume 309 
doi:10.1016/j.ijmm.2019.03.006 
 
In search of a function for the membrane anchors of 
class IIIa adenylate cyclases 
Manuel Finkbeinera, Julia Grischina, Anubha Setha,b, Joachim E. Schultzb,* 
 
a Max-Planck-Institut für Entwicklungsbiologie, Abt. Proteinevolution, Max-
Planck-Ring 5, 72076, Tübingen, Germany. 
b Pharmazeutisches Institut der Universität Tübingen, Auf der Morgenstelle 8, 
72076, Tübingen, Germany. 
 
Für diesen Review-Artikel wurde ein Vorschlag für ein Manuskript zu gleichen 
Teilen von M. Finkbeiner, A. Seth und mir verfasst, der nicht für die Publikation 
verwendet wurde. Prof. Dr. J. E. Schultz hat die Endfassung geschrieben, M. 
Finkbeiner, A. Seth und ich haben an der Endfassung Korrekturen 
vorgenommen. 
 
 
7.2 Publikation 
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8. Ergebnisse und Diskussion 
 
In diesem Abschnitt werden weitere Daten zusammengefasst, die nicht 
essenziell für die in den Publikationen gestellten Fragen waren und daher dort 
keinen Eingang gefunden haben. 
Die Klonierung, Transfektion und Herstellung des isolierten Proteins erfolgte 
durch J. Wissig. Es galt CyaCSm unter geeigneten Bedingungen zu exprimieren, 
Membranpräparationen herzustellen und anschließend deren Aktivität 
insbesondere in Anwesenheit von RedOx-Reagenzien zu testen. Des Weiteren 
wurde die membrangebundene hAC5 der Klasse IIIa in HEK und Sf9-Zellen 
exprimiert (Sf9-Expression erfolgte durch M. Finkbeiner), Membranpräparationen 
gewonnen und deren Aktivität in Anwesenheit mutmaßlicher Liganden 
(ausgewählte Hormone und Neurotransmitter, Glucose und andere Zucker) 
getestet. Für die Regulierung durch hitzeinaktiviertes Humanserum wurde je eine 
AC aus jeder der vier Untergruppen ausgewählt: hAC2, hAC3, hAC5 und hAC9. 
 
 
8.1. Regulierung der bakteriellen AC CyaCSm durch RedOx-Reagenzien 
 
Der Einfluss von Reduktions- und Oxidationsmitteln auf die enzymatische 
Aktivität der AC CyaCSm wurde in vitro getestet. Zusätzlich wurde die Aktivität der 
fünf Histidinmutanten H27A, H31A, H68A, H105A und H149A mit der Aktivität 
des Wildtyps CyaCSm verglichen. Dafür wurden Membranpräparationen aus dem 
CyaCSm enthaltenden E. coli Stamm BTH101 (ΔcyaA) in LB-Medium hergestellt.  
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8.1.1 Aktivität aufgereinigter CyaCSm 
 
Durch die Verankerung in der Membran ergibt sich nicht nur eine vorbestimmte 
Position des Enzyms innerhalb der Zellstruktur, die Transmembrandomäne hat 
auch einen Einfluss auf die Proteinstruktur und somit auf die Position der 
katalytischen Domänen zueinander. Liegt das Protein ohne Membran vor, kann 
sich auch die Aktivität des Enzyms ändern. Daher wurde das Holoenzym von J. 
Wissig im pET28a Vektor mit N-terminalem His-Tag und C-terminalen Flag- und 
Strep-Tags in E. coli C43 aerob überexprimiert, mit 1% Dodecylmaltosid als 
Detergens löslich gemacht und über eine Strep-Tactin-Säule aufgereinigt, wobei 
dem Elutionspuffer entweder kein Reduktionsmittel oder 1 mM DTT zugesetzt 
wurden (62). Diese Proben wurden auf ihre Aktivität getestet. 
 
 
Abb. 8.1 Aktivität der aufgereinigten CyaCSm (inkl. Membrandomänen) ohne RedOx-
Reagenzien (schwarzer Balken, Elutionspuffer ohne Reduktionsmittel) und in 
Anwesenheit von 0,2 mM  DTT (grauer Balken, Elutionspuffer mit 1 mM DTT). 2 
Einzelversuche aus einer Expression. 
 
 
Trotz fehlender Verankerung in der Membran bewirkt die Reduktion des 
Holoenzyms durch DTT eine drastische Minderung der AC-Aktivität. 
 
 
 
 
 - 75 - 
 
8.1.2 Lagerung von CyaCSm bei -80°C 
 
Die Stabilität der meisten Proteine ist abhängig von dem sie umgebenden 
Medium. Änderungen der Salzkonzentration, des pH-Wertes oder der 
Temperatur können zur Denaturierung und zu einem erheblichen Aktivitätsverlust 
führen. Um Enzyme über einen längeren Zeitraum zu lagern, sollte daher nicht 
nur ein geeigneter Puffer, sondern auch die richtige Lagertemperatur gewählt 
werden. Eine kurzfristige Lagerung (< 24 h) ist meist bei 4°C möglich, wobei 
einige Proteine bis zu 7 Tage unter Ausschluss bakteriellen Wachstums durch 
Sterilfiltration oder Zugabe bakteriostatischer Wirkstoffe gelagert werden können. 
Für die Lagerung über einige Monate hinweg können die Proben bei -20°C unter 
Zugabe von 50% Glycerol zur Vermeidung von Kristallbildung gelagert werden. 
Friert man die Proben bei -80°C im Tiefkühlschrank oder bei -196°C in flüssigem 
Stickstoff ein, sind diese oft für Jahre stabil. 
Auch starke Temperaturschwankungen können zur kompletten oder teilweisen 
Zerstörung von Proteinen führen. Es sollte daher sichergestellt werden, dass 
wiederholte Gefrier-Tau-Zyklen (Abb. 8.2) und die Kristallbildung bei -80°C keine 
oder nur geringe Auswirkungen auf die Aktivität von CyaCSm haben (Abb. 8.3).  
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Membranpräparationen, die bei der Herstellung keinem, einem oder zwei Gefrier-
Tau-Zyklen ausgesetzt waren, wurden auf Aktivitätsänderung der Cyclase 
untersucht. Gemessen wurde die Aktivität des Wildtyps CyaCSm und dessen 
Histidinmutanten H27A, H31A, H68A, H105A und H149A. 
 
 
Abb. 8.2 Unterschiedliche Behandlung der Membranpräparation mit CyaCSm und deren 
fünf Histidinmutanten. A: Es erfolgte kein Einfrieren der Probe. B: Die exprimierten Zellen 
wurden vor dem Aufschluss mittels French Press bei -80°C gelagert. C: Es erfolgten 
zwei Gefrier-Tau-Zyklen: Jeweils einer zur Lagerung der Bakterienzellen vor dem 
Zellaufschluss mittels French Press und einer zur Lagerung der Membranpräparation 
vor dem AC-Test. 
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Abb. 8.3 AC-Aktivität von Membranpräparationen von CyaCSm Wildtyp und der fünf 
Histidinmutanten unter verschiedenen Lagerbedingungen (Einzelversuch). A: 
Expression, Zellaufschluss und Membranpräparation erfolgte ohne Zwischenlagerung. 
B: Nach der Expression wurden die Zellen bei -80°C gelagert. C: Bei -80°C gelagerte 
unaufgeschlossene Zellen und Membranpräparation. I) Aktivität ohne Zugabe von 
RedOx-Reagenzien. II) Aktivität nach Zugabe von 1 mM DTT. 
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8.1.3 Stimulierung von CyaCSm durch Q0 
 
Ubichinone sind lipophile physiologische Elektronen- und Protonenüberträger der 
Atmungskette. Dies erreichen sie, indem sie mit dem Membrananker der SQORs, 
genauer gesagt mit einem der durch vier konservierte Histidinreste gebundenen 
Häm-B-Moleküle, in Kontakt kommen. Da auch CyaCSm über ein ähnlich 
gebundenes Häm-B-Molekül verfügt, lag die Vermutung für eine Regulierung 
durch Q0 nahe (Abb. 8.4). 
 
 
Abb. 8.4 Q0-Konzentrations-Wirkungskurve (3 µM – 4 mM) mit CyaCSm und Q0-
Strukturformel. Für einen reduzierten Ausgangszustand enthalten alle 
Membranpräparationen 1 mM DTT. 100% entspricht einer Aktivität von 1,14 nmol 
cAMP/mg/min. Fehlerbalken kennzeichnen SEM aus 3-6 separaten Expressionen. 
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8.2  Ligandensuche für die humane AC5 
 
Es wurde der Effekt ausgesuchter Hormone und Neurotransmitter auf die hAC5 
untersucht. Hierfür wurden zunächst unterschiedliche Bedingungen zur 
Expression der AC Isoform ausprobiert. Die Expression erfolgte zu Beginn in 
HEK293-Zellen, bevor Sf9-Zellen als weitaus geeigneter eingestuft wurden, da 
diese auch ohne Serumzugabe gezüchtet werden können. 
 
 
8.2.1 Ideale Reaktionsbedingungen für den AC-Test 
 
Für die Umwandlung von ATP zu cAMP brauchen ACn als Substrat ATP, 
bivalente Kationen wie Mg2+ oder Mn2+ und die richtige Reaktionstemperatur. Die 
Reaktionsbedingungen für die hAC5 wurden optimiert, um eine möglichst hohe 
Enzymaktivität zu erreichen. Getestet wurden zwei Reaktionstemperaturen (30°C 
und 37°C), zwei ATP-Konzentrationen (250 µM und 450 µM) und Mg2+ (5 mM) 
bzw. Mn2+ (2 mM) als Kationen (Abb. 8.5). 
 
 
Abb. 8.5 Optimierung der Enzymaktivität. Getestet wurde die Basalaktivität der 
Membranpräparation mit hAC5 bei zwei ATP-Konzentrationen (250 µM und 450 µM), bei 
zwei verschiedenen Temperaturen (30°C und 37°C) und unter Zugabe von Mg2+ (5 mM) 
bzw. Mn2+ (2 mM)  als bivalente Kationen (Einzelversuch). 
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8.2.2 Regulierung der hAC5 durch Gsα, Forskolin und Ca2+ 
 
Humane ACn werden über GPCRs und das pflanzliche Diterpen FSK reguliert. 
Beide binden an der katalytischen Domäne und stabilisieren den aktiven Zustand 
der Cyclase. Um zu gewährleisten, dass die in HEK293-Zellen exprimierte hAC5 
ordnungsgemäß funktioniert, wurde deren Aktivierung durch Gsα und FSK 
überprüft (Abb. 8.6). Zusätzlich wird die hAC5 durch Ca2+-Ionen gehemmt, was 
auch bei der hier exprimierten hAC5 in der Ca2+-Konzentrations-Kurve der Fall 
ist (Abb. 8.8). 
HEK293-Zellen besitzen zusätzlich zur transformierten hAC5 weitere hACn. Zur 
Kontrolle wurden parallel nicht-transformierte Zellen getestet (Abb. 8.7). 
  
 
Abb. 8.6 Gsα-Konzentrations-Wirkungskurve (1 nM – 1000 nM) mit hAC5 nach Zugabe 
von ● 1 µM, □ 0,1 µM Forskolin und ▼ DMSO als Kontrolle (Einzelversuch). 
Proteinmenge pro Probe 25 µg. Die Membranpräparation stammt aus HEK293-Zellen. 
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Abb. 8.7 Gsα-Konzentrations-Wirkungskurve (1 nM – 2000 nM) mit ● hAC5 aus 
transformierten HEK293-Zellen. Als Vergleich □ nicht-transformierte HEK293-Zellen. 
Proteinmenge pro Probe 25 µg. Die Membranpräparation stammt aus einer Expression. 
Fehlerbalken kennzeichnen SD aus 3 Einzelversuchen derselben Expression. 
 
 
 
Abb. 8.8 Ca2+-Konzentrations-Wirkungskurve (0,01 – 100 mM) mit hAC5 aus 
transformierten HEK293-Zellen (Einzelversuch). Proteinmenge pro Probe 25 µg. 100% 
entspricht einer Aktivität von 12,29 nmol cAMP/mg/min (Einzelversuch). 
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8.2.3 Hormone und Neurotransmitter als mögliche Liganden 
 
Das endokrine System zeichnet sich dadurch aus, dass die Zellkommunikation 
auch über weite Entfernung mittels chemischer Informationsträger erfolgt. Hierfür 
werden Hormone und Neurotransmitter in endokrinen Drüsen synthetisiert und 
entweder in das Blutsystem (endokrin und neuroendokrin) oder in die Umgebung 
(parakrin und autokrin) sezerniert. Gerade durch die weitreichende Verteilung der 
Botenstoffe ist eine organübergreifende Regulierung im Organismus möglich.  
Je nach Löslichkeit liegen die Signalstoffe entweder im Plasma gelöst vor oder 
sind an Transportproteine gebunden. Transcortin befördert lipophile 
Glucocorticoide (63). Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) liegen nur zu 0,5% 
bzw. 0,05% frei im Serum vor, während der Großteil an das Thyroxin-bindende-
Globulin (60%), Thyroxin-bindende-Präalbumin (30%) und Albumin (10%) 
gebunden ist (64). Auch Sexualhormone wie Estradiol (65)  und Testosteron 
(66,67) werden hauptsächlich durch das Sexualhormon-bindende Globulin 
(SHBG) gebunden und gelangen so an ihren Wirkort (68,69). Allein für Estrogen 
ergibt sich damit ein Verhältnis von 1 zu 49 von freiem zu gebundenem Hormon 
(70). 
In der klinischen Praxis wird der Referenzbereich als Gesamtkonzentration der 
freien und gebundenen Hormone angegeben (Tab. 8.1). 
Darüber hinaus gibt es vereinzelte Beobachtungen, dass Hormone gerade durch 
Bindung an Transportproteine ihre Wirkung entfalten. In einigen Zelltypen bindet 
SHBG im freien Zustand an den bisher nicht klonierten Rezeptor RSHBG und 
erhöht bei Zugabe von Steroidhormonen als Agonisten die cAMP-Produktion 
innerhalb der Zelle (69). Auch die Aufnahme von Androgenen und Estrogenen in 
die Zelle soll u.a. durch den endozytotischen Rezeptor speziell nach deren 
Bindung an SHBG erfolgen (71). 
In dieser Arbeit orientierte sich die eingesetzte Konzentration möglicher Liganden 
daher an den nachfolgend aufgelisteten Hormongesamtkonzentrationen im 
Plasma.  
Während die Sekretion von Cortisol einem 24-h-Takt folgt, werden unter anderem 
Insulin, Noradrenalin und Aldosteron akut nur nach Bedarf ausgeschüttet. Der 
messbare durchschnittliche Konzentrationsbereich im Plasma ist daher meist 
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sehr niedrig. Gerade Neurotransmitter, deren Konzentrationen im synaptischen 
Spalt nur schwer messbar sind, dienen der schnellen Informationsübertragung 
und erreichen wohl weit höhere lokal begrenzte Konzentrationen als die im 
Plasma gemessenen. Für diese Stoffe wurde in den Tests eine einheitlich hohe, 
die Plasmakonzentration stark übersteigende Konzentration von 1 mM 
eingesetzt. 
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Tab. 8.1 Auflistung physiologischer Konzentrationen der getesteten Substanzen. 
 
Hormon Physiologischer 
Konzentrationsbereich 
 
Aldosteron 27,7 – 582,5 pM (72) 
Corticosteron 1,53 – 45,08 nM (72) 
Cortisol 3,6 – 689,7 nM (72) 
C-Peptid 0,30 – 1,42 nM (72) 
Deoxycorticosteron < 0,3 nM (72) 
DHEA-S 0,41 – 12,38 µM (72) 
Dopamin < 0,39 nM (73) 
Epinephrin < 0,164 nM (in Ruhe) (74) 
Estradiol 36,7 – 1284,8 pM (72) 
Estron 25,9 – 739,6 pM (72) 
GABA ≈ 0,900 pM (75) 
Glucagon  0,05 – 0,1 pM (76) 
Glutamat 50 – 100 µM (77) 
Histamin 2,7 – 17,99 nM (78) 
Insulin 9,7 – 97,2 pM (72) 
Levodopa 19,3 ± 6,1 nM (79) 
L-Homocystein < 13 µM (72) 
Pregnenolonsulfat 133,7 ± 65,6 nM (80) 
Progesteron 1,55 – 8,64 nM (72) 
Serotonin 6,8 ± 2,2 nM (81) 
T3 (frei) 3,53 – 6,45 pM (72) 
T3 (gesamt) 1,08 – 3,08 nM (72) 
T4 (frei) 10,30 – 23,17 pM (72) 
T4 (gesamt) 94,02 – 213,68 nM (72) 
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Zunächst wurden drei Konzentrationen ausgesuchter Hormone unter Zusatz von 
1000 nM Gsα getestet. Tabellarisch aufgeführt ist nur die zehnfache 
physiologische Konzentration.  
 
Tab. 8.2 Aktivität der hAC5 aus HEK293 nach Zusatz der getesteten Hormone und 1000 
nM Gsα. Die Konzentration der Hormone beträgt das Zehnfache des physiologischen 
Wertes (Einzelversuch). 
 
  
Probe 
Aktivität  
[nmol cAMP/mg/min] 
Aktivität  
[%] 
Basalaktivität 0,08 17 
1000 nM Gsα 0,47 100 
Aldosteron (5 nM) 0,56 119 
Cortisol (5 µM) 0,69 147 
Estradiol (10 nM) 0,55 117 
Insulin (1 nM) 0,73 155 
Progesteron (200 nM) 0,51 109 
T3 (3 nM) 0,53 113 
Testosteron (10 nM) 0,54 115 
 
Die Hormone zeigen selbst in der hohen Konzentration keine deutliche 
hemmende oder aktivierende Wirkung. Die Vermutung liegt nahe, dass das fetale 
Kälberserum (FBS) in der HEK293-Zellkultur die getesteten Hormone enthält und 
diese unter Umständen noch in der Membranpräparation verbleiben. 
Bei der nächsten Expression wurde 24 h vor der Ernte das Kulturmedium gegen 
FBS-freies Medium ausgetauscht, um die Hormone zu entfernen.  
 
Aufgrund der Vermutung, dass die getesteten Substanzen nur langsam in die 
lipophile Membran diffundieren, wurden diese mit den Membranen in einem 
weiteren Versuch zuvor für 30 min auf Eis inkubiert und anschließend getestet. 
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Tab. 8.3 Aktivität der hAC5 aus HEK293 nach Zusatz der getesteten Hormone und 1000 
nM Gsα (Ohne Inkubation links) und mit 600 nM Gsα (30 min Inkubation auf Eis rechts). 
Die Hormone und Transmitter wurden in der höchsten physiologischen Konzentration 
eingesetzt (Einzelversuch). 
 Ohne Inkubation auf 
Eis 
30 min Inkubation auf 
Eis 
Probe 
Aktivität  
[nmol 
cAMP/mg/
min] 
Aktivität  
[%] 
Aktivität  
[nmol 
cAMP/mg/
min] 
Aktivität  
[%] 
Basalaktivität 0,00 0 - - 
1000 nM bzw 600 nM Gsα  
+ 1 µl DMSO 
2,04 100 0,86 100 
Aldosteron (500 pM) 2,13 104 0,94 109 
Corticosteron (50 nM) 2,16 106 0,90 105 
Cortisol (500 nM) - - 1,07 124 
Deoxycorticosteron (700 pM) 1,49 73 1,09 127 
DHEA-S (20 µM) 1,82 89 1,06 123 
Estradiol (1 nM) - - 0,90 105 
Estron (1 nM) 1,81 89 0,69 80 
2Insulin (100 pM) 1,92 94 1,12 130 
L-Homocystein (50 µM) 1,71 84 0,99 115 
Pregnenolonsulfat (15 nM) - - 1,06 123 
Progesteron (100 nM) 1,52 75 0,99 115 
T3 (5 nM) 1,69 83 0,90 105 
T4 (300 pM) 1,87 92 0,65 76 
Testosteron (20 nM) 1,55 76 1,07 124 
 
Die getesteten Substanzen zeigen keinen Effekt. Um sicherzugehen, dass nach 
24 h ohne FBS im Kulturmedium die Membran keine möglichen Liganden mehr 
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daraus enthält, wurde die Membranpräparation vor dem nächsten AC-Test 10 
min bei 30°C im Resuspensionspuffer mit 30% Glycerol inkubiert, abzentrifugiert 
und wie gewohnt im Resuspensionspuffer aufgenommen. 
 
Tab. 8.4 Aktivität der hAC5 aus HEK293 nach Zusatz der getesteten Hormone und 300 
nM Gsα. Die Hormone und Transmitter wurden in der höchsten physiologischen 
Konzentration eingesetzt (Einzelversuch). 
 Ohne Waschen Waschen durch 
Inkubation mit Glycerol 
Probe 
Aktivität  
[nmol 
cAMP/mg/
min] 
Aktivität  
[%] 
Aktivität  
[nmol 
cAMP/mg/
min] 
Aktivität  
[%] 
Basalaktivität 0,00 0 0,01 2 
300 nM Gsα + 1 µl DMSO 0,45 100 0,45 100 
Aldosteron (500 pM) 0,46 102 0,41 91 
Corticosteron (50 nM) 0,43 96 0,41 91 
Cortisol (500 nM) 0,35 78 0,40 89 
Deoxycorticosteron (700 pM) 0,44 98 0,45 100 
DHEA-S (20 µM) 0,41 91 0,40 89 
Estradiol (1 nM) 0,40 89 0,36 80 
Estron (1 nM) 0,47 104 0,34 76 
Insulin (100 pM) 0,45 100 0,42 93 
L-Homocystein (50 µM) 0,44 98 0,39 87 
Pregnenolonsulfat (15 nM) 0,33 73 0,36 80 
Progesteron (100 nM) 0,45 100 0,40 89 
T3 (5 nM) 0,47 104 0,45 100 
T4 (300 pM) 0,41 91 0,49 109 
Testosteron (20 nM) 0,40 89 0,39 87 
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Die Behandlung der Membran mit 30% Glycerol zeigt keine Änderungen der AC-
Aktivität und keine Unterschiede zu den vorausgehenden Versuchen (Tab. 8.4). 
Bei der nächsten Expression von hAC5 wird 24 h vor der Zellernte 57,7 µM (0,4 
g/dl) sterilfiltriertes bovines Serumalbumin (BSA) zugegeben. Diese 
Konzentration entspricht der Albuminkonzentration durch das vorher in der 
Zellkultur enthaltene FBS. Serumalbumine binden zahlreiche Hormone und 
andere weniger polare Stoffe im Blutplasma und es sollte überprüft werden, ob 
eventuell von FBS übriggebliebene Liganden, die sich in der Zellmembran 
befinden, durch diese Zugabe vor dem Ernten entfernen lassen. 
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Tab. 8.5 Aktivität der hAC5 aus HEK293 nach Zusatz der getesteten Hormone 
und 300 nM Gsα. Die Hormone und Transmitter wurden in der höchsten 
physiologischen Konzentration eingesetzt (Einzelversuch). 
 
Probe 
Aktivität  
[nmol cAMP/mg/min] 
Aktivität  
[%] 
Basalaktivität 0,01 1 
300 nM Gsα + 1 µl DMSO 0,77 100 
Aldosteron (500 pM) 0,75 97 
Corticosteron (50 nM) 0,83 108 
Cortisol (500 nM) 0,82 106 
Deoxycorticosteron (700 pM) 0,72 94 
DHEA-S (20 µM) 0,97 126 
Estradiol (1 nM) 0,67 87 
Estron (1 nM) 0,82 106 
Insulin (100 pM) 0,89 116 
L-Homocystein (50 µM) 0,81 105 
Pregnenolonsulfat (15 nM) 0,79 103 
Progesteron (100 nM) 0,67 87 
T3 (5 nM) 0,77 100 
T4 (300 pM) 0,79 103 
Testosteron (20 nM) 0,65 84 
 
Es zeigen sich keine signifikanten Änderungen mit den bisher getesteten 
Substanzen. Da ein Einfluss von FBS während der Zellzucht auf die hAC5 jedoch 
nicht restlos ausgeschlossen werden kann, wird diese von nun an in serumfreiem 
Medium in Sf9-Zellen exprimiert. 
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Tab. 8.6 Aktivität der hAC5 aus Sf9 nach Zusatz der getesteten Hormone bzw. 
Neurotransmitter und 600 nM Gsα. Die Hormone und Transmitter wurden in 
folgenden Konzentrationen eingesetzt (Einzelversuch). 
 
Probe 
Aktivität  
[nmol cAMP/mg/min] 
Aktivität  
[%] 
Basalaktivität - - 
600 nM Gsα 4,72 100 
C-Peptid (100 ng/ml) 3,55 75 
Dopamin (1 mM) 4,44 94 
Adrenalin (1 mM) 1,75 37 
GABA (1 mM) 4,21 89 
Glucagon  (1 µM) 2,21 47 
Glutamat (1 mM) 4,68 99 
Histamin (1 mM) 5,93 126 
Insulin (4 µM) 3,60 76 
Levodopa (1 mM) 5,66 120 
Serotonin (1 mM) 4,58 97 
 
 
In diesem Einzelversuch zeigt sich lediglich eine starke Hemmung von 63% bzw. 
53% der hAC5 durch Adrenalin bzw. Glucagon. Bei Adrenalin handelt es sich um 
einen Neurotransmitter des Zentralnervensystems (ZNS) und ein im 
Nebennierenmark gebildetes Hormon, das vor allem über G-Protein-gekoppelte 
heptahelikale α2- und β2-Adrenozeptoren, welche die Herzaktion fördern, das 
ZNS stimulieren und die Glykogenolyse in den Muskelzellen aktivieren, wirkt. 
Interessanterweise erfolgt die Synthese von Adrenalin aus L-Tyrosin über 
Dopamin als Zwischenprodukt, welches in diesem Test keine Wirkung auf die 
hAC5 zeigt. Beide Substanzen wurden in einer Konzentration eingesetzt, die im 
Plasma physiologisch nicht vorkommt (1 mM), aber eventuell im synaptischen 
Spalt erreicht werden könnte. Die Wiederaufnahme und der schnelle Abbau 
 - 91 - 
 
durch Catechol-O-Methyltransferase (COMT) und Monoaminooxidase (MAO), 
wodurch eine Halbwertszeit von wenigen Minuten zustande kommt, würden eine 
lokale, die Plasmakonzentration stark übersteigende Konzentration, 
ermöglichen. 
Glucagon wird in den α-Zellen des Pankreas synthetisiert, in Sekretgranula 
gespeichert und hat ebenfalls eine durch den schnellen Abbau in Leber, Niere 
und Blut bedingte Halbwertszeit von wenigen Minuten. Ebenso wie Adrenalin 
stimuliert es, allerdings nur in der Leber, den Glykogenabbau und fördert die 
Gluconeogenese, weshalb es als Gegenspieler zu Insulin bezeichnet wird. Diese 
Wirkung wird durch einen membranständigen G-Protein-gekoppelten Rezeptor 
vermittelt. Auch hier lag die eingesetzte Menge weit über der physiologischen 
Konzentration im Blut und kann so theoretisch nur in direkter Nähe zu den 
sezernierenden Zellen erreicht werden.  
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8.2.4 Regulation der hAC5: Glucose und Stoffwechselprodukte des 
Citratzyklus 
 
Gerade in pankreatischen β-Zellen spielt cAMP neben dem Glucose-abhängigen 
Ca2+-Einstrom eine wichtige Rolle bei der Insulinfreisetzung. Folglich wurde 
zunächst der Effekt von Glucose auf die Gsα-stimulierte hAC5 untersucht.  
Um die Übersicht der Ergebnisse zu wahren, wurden nur die Gsα-
Konzentrationen 300 nM und 600 nM tabellarisch aufgeführt, sowie die höchsten 
eingesetzten Konzentrationen von Glucose und Ca2+, da bei niedrigeren 
Konzentrationen keine signifikante Beeinflussung der AC-Aktivität beobachtet 
wurde.  
Die Gsα-Konzentration betrug 60 – 600 nM, um sowohl einen stimulierenden als 
auch inhibierenden Effekt erkennen zu können. Die Glucosekonzentration eines 
gesunden Erwachsenen liegt postprandial bei < 7,8 mM, bei Diabetes mellitus 
steigt diese auf Werte zwischen 11,1 – 27,7 mM (82). In den Tests wurde diese 
bis auf das Vierfache gesteigert. 
Intrazellulär schwankt die Ca2+-Konzentration periodisch, weshalb auch die 
Abhängigkeit der Glucosewirkung von diesem zweiwertigen Kation untersucht 
wurde. Zudem wird in einigen Arbeiten eine Abhängigkeit der Glucose-
induzierten cAMP Erhöhung von Ca2+ beschrieben (83,84). Die höchste 
getestete Calciumkonzentration (0,1 mM) wurde so gewählt, dass die Cyclase, 
die durch Calcium-Ionen gehemmt wird, noch aktiv genug bleibt, um einen Effekt 
beobachten zu können (s. Abb. 8.8).   
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Tab. 8.7 Übersicht des verwendeten Konzentrationsbereichs von Gsα, Glucose 
und Ca2+.  
Zugabe 
Gemessener 
Konzentrationsbereich 
Gsα 60-600 nM 
Glucose 5-100 mM 
Ca2+ 10-100 µM 
 
 
 
Tab. 8.8 Aktivität der hAC5 aus Sf9 nach Zusatz von Glucose bzw. Ca2+ und 300 
nM Gsα (Einzelversuch). 
Probe 
Aktivität  
[nmol 
cAMP/mg/min] 
Aktivität  
[%] 
Basalaktivität 0,03 1 
Gsα (300 nM) 5,50 100 
   + Glucose (100 mM) 6,38 116 
   + Ca2+ (0,1 mM) 6,01 109 
   + Glucose (100 mM) + Ca2+ (0,1 mM)  5,37 98 
 
Es zeigte sich keine Beeinflussung der AC-Aktivität. In einem weiteren Test sollte 
untersucht werden, ob Glucose in Kombination mit anderen Stoffen im Serum die 
hAC5 hemmen oder stimulieren kann. Dafür wurde unter Zugabe von 300 nM 
Gsα und Glucose zusätzlich Fetales Kälberserum (FBS), das Kulturmedium der 
HEK293-Zellen (DMEM + BSA) bzw. die Vierfache physiologische Konzentration 
an Insulin zugegeben. 
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Tab. 8.9 Aktivität der aktiven (300 nM Gsα) hAC5 aus Sf9 nach Zusatz von FBS, 
DMEM + BSA oder Insulin vor und nach Zugabe von Glucose (Einzelversuch). 
 
 
Kontrolle 
Ohne Glucose 
Probe 
50 mM Glucose 
Zugabe 
Aktivität  
[nmol 
cAMP/mg/min] 
Aktivität  
[%] 
Aktivität  
[nmol 
cAMP/mg/min] 
Aktivität  
[%] 
Basalaktivität 0,1 2 - - 
300 nM Gsα 4,4 100 3,9 89 
   + 25% FBS 1,8 100 1,5 83 
   + 25% DMEM + BSA 2,9 100 2,2 76 
   + 2 nM Insulin 4,2 100 3,5 83 
 
Auch hier zeigte sich keine veränderte cAMP-Produktion durch die Cyclase. 
Da Glucose innerhalb der β-Zellen rasch zu Glucose-6-Phosphat (G-6-P) 
verstoffwechselt wird, wurden auch G-6-P, Fructose-6-Phosphat (F-6-P), weitere 
Zucker (Galactose und Fructose) als Kontrolle sowie das Endprodukt des 
Citratzyklus, Pyruvat, getestet. 
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Abb. 8.9 Hemmende Wirkung von G-6-P (0-30 mM) auf hAC5 aus Sf9-Zellen  in 
Anwesenheit von 600 nM Gsα. Andere Zucker wie 30 mM Glucose, 30 mM Galactose, 
30 mM Fructose oder 20 mM Pyruvat zeigen keinen Effekt. Eingesetzt wurden 25 µg pro 
Probe aus einer Expression. Fehlerbalken kennzeichnen SD aus 3-5 Einzelversuchen 
aus einer Expression. 
 
 
Abb. 8.10 Hemmende Wirkung durch G-6-P (0-30 mM) und F-6-P (0-50 mM) auf hAC5 
aus Sf9-Zellen in Anwesenheit von 600 nM Gsα. Eingesetzt wurden 25 µg pro Probe aus 
einer Expression (Einzelversuch). 
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Nur G-6-P und, in geringerem Maße, F-6-P zeigen einen hemmenden Effekt. 
Diese Wirkung würde vermutlich intrazellulär erfolgen, da die 
Stoffwechselprodukte nicht sezerniert werden und somit den Membrananker 
nicht als Liganden von außen erreichen können. Da Glucose und deren 
Stoffwechselprodukte in der Zelle schnell abgebaut werden, ist zudem nicht 
garantiert, dass die hemmenden Konzentrationen physiologisch erreicht werden. 
Am wahrscheinlichsten könnte man derart hohe Konzentrationen in 
pankreatischen Zellen vermuten. Die darin vorkommende Glucokinase, die 
Glucose in G-6-P umwandelt, wird, anders als die übrigen Hexokinasen, in ihrer 
Aktivität nicht durch das Produkt gehemmt. 
Bei den Ergebnissen zur Hemmung durch G-6-P und F-6-P handelt es sich um 
vorläufige Resultate. Es sind umfassende weitere Tests erforderlich, um eine 
Vermutung über den möglichen Mechanismus äußern zu können. So könnte 
untersucht werden, ob die hAC5 auch nach Aktivierung durch FSK gehemmt 
wird, um eine Wechselwirkung zwischen Gsα und den Hexosen auszuschließen. 
Um einen Angriff an der katalytischen Domäne zu bestätigen, bietet sich die 
Klonierung einer CqsS-hAC5-Chimäre an, die nachweislich durch Gsα und FSK 
reguliert wird. Zusätzlich könnte die Wirkung von G-6-P auf andere Isoformen der 
hACn unter besonderer Berücksichtigung isoformspezifischer IC50-Werte 
untersucht werden. 
Auch wenn diese Beobachtung keinen Hinweis auf die Funktion des 
Membranankers als Rezeptor liefert, wurde dieser Effekt bisher nicht in 
wissenschaftlichen Arbeiten beschrieben. Weitere experimentelle Arbeiten 
könnten zu einem besseren Verständnis der Funktionsweise von hACn und u.U. 
deren Rolle in der Insulinfreisetzung beitragen. 
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9. Anhang 
 
Wissig, J. Persönliche Kommunikation E-Mail "WG: Stämme, CyaC" an Grischin, 
J. am 19.06.2017 
Die als persönliche Mitteilung (s. Referenz 62) angegebene Korrespondenz mit 
Frau J. Wissig im Original, da die Dissertation erst ab Oktober 2020 zugänglich 
ist. 
 
 
Hallo Julia,  
 
heute ist mein erster Arbeitstag:-) Die mail konnte ich dir leider nicht weiterleiten, da ich kein 
Internet hatte. Ich hoffe die Infos kommen noch rechtzeitig. 
In der Datei "Histidinvarianten" sind ein paar Infos zu den Proteinproben. Dort findest du 
auch eine Sequenz, in der markiert ist welche Histidinmutanten ich euch geschickt habe 
(Zellen BTH101 mit Vektoren pWBT_cyaC H27_A; H31_A; H68_A; H105_A; H149_A 
sowie WT). Die dazugehörige Sequenz habe ich nicht als Vektorkarte, sondern nur den 
Insertionsbereich als Word-Dokument ("cyaC construct"), da der Ursprungsvektor von einem 
Kooperationspartner ist. Angeblich gibt es dazu keine Sequenz und wir konnten dazu auch 
nichts finden. Die Mutationen habe ich über PCR eingefügt. 
Die andere Vektorkarte ist von pET28a_cyaC , mit diesem Vektor wurde das Protein in C43 
überproduziert und über Strep isoliert. Das Protein verfügt über 3 Tags insgesamt (His N-
term, Flag und Strep C-term). 
Du wolltest ja wissen wie du die Zellen züchten musst (BTH101 mit pWBT_cyaC 
Histidinmutanten). Als Steffi den Wildtypen gemessen hatte, haben wir ihr eine Anleitung 
geschickt. Die stärkste Aktivität hatten wir in Minimalmedium, allerdings hatte sie unsere 
Anleitung nicht verwendet und stattdessen in LB-Medium gezüchtet. Du müsstest daher in 
ihren Laboraufzeichnungen nachschauen, wie genau sie das gemacht hat.  
Schreib einfach, falls dir noch was fehlt! 
 
Viele Grüße, 
Juliane 
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Vector pWBT:  
pSRKGm (Khan et al. (2008) Appl Environ Microbiol. 74, 5053-5062) with T5 promoter cloned into NdeI-XbaI 
restriction sites 
 
 
Colour coding: 
 
Genomic sequence 
Restriction site used for cloning 
3xFlag Tag 
T5 promoter region 
 
 
pWBT-cyaC-CF 
CATATGCTTTCGTCTTCACCTCGAGAAATCATA 
AAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTCAATTG 
TGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATCTAGA 
ATGACGATCCTATCCGCCAGCACGCGCAAGAAGATGCACCTGATCTCAGG 
GGCCGTACTCGGCGTTTTCGTGCTCTTGCACTTCTCGAATCACGCGCTCG 
GGCTCGTCTCGATCGATGCGATGGAAACGGGCCGGCGGATATTCACCTCG 
GTTTGGCAGAGCATTCCCGGAACGGCCCTCCTCTACGGCGCGCTGCTGCT 
GCATTTCCTGATGGCGCTCGACAGTCTCTACCGGCGGCAAACGTTCCGCA 
TGCCTGTCGGCGAAGCCCTGAAGATCATCTTCGGCCTGAGTCTGCCCTTT 
CTGCTTGTGCCTCACGTGGTCGCCGCCCGCGTGGAGCCGCTTCTTTCAGG 
TGTTTATCCAGACTACCCCGCGATCCTGCGCACCCTCTGGTCAAGCTCGT 
TCAACACCTCTCGTCAGTCGCTTGCGCTCATCGTCGTCTGGGGTCACGCC 
TGTCTTGGCGCCTGGTTCTGGATGCGAGGGCGCGCCTGGTTTCCGAAATA 
CGAAACGCTGCTCTATACCGTCGCCCTGCTGGTGCCGATCTTCGCACTGC 
TCGGCTTCGTCAACGGCGCCCGTTCACTGGAGCGCGACTACGCGGAACAT 
GGCGGTTACGGCGACAGGGCCTATTCCAGCCAGGCACCTCGCGTCGACCC 
TAACCTTCTCGATAAGATCAGGCTGGCATTCTATGGCGGCTTCGCAAGCC 
TGATCGGCGGCACCCTCGTTCTGCGCGCCCTGCCGGCGCGCGGCCGTATT 
CGTATTCGTTATCCGGACGGCCGGGTCGCCGCCGTCAGCCTCGGCTTCAG 
CGTTCTGGAGGCCAGCCGGGCGGCCGGAATTCCTCATGTTTCCGTCTGCG 
GCGGGCGCGGGCGCTGTTCCACCTGTCGCGTGCGGATAACGCAGGGGCTC 
GAAGGCCAGCCGCCGCCGGAAGCTGCAGAACTCGCGACGCTGACCCGCAT 
CGGCGCTCCCGAGAACGTACGCCTCGCCTGCCAGTTCCGCCCCGTGCACA 
ATGTGAGCGTCGTGCCCATCCTCGACACCGACAGCCTCGGGATCAAGACG 
CAGCTTGCCCGCCAGAACGCCGGCGGACGCGAGCGCCGTGTCGCCGTGCT 
CTTCTGCGACCTGCGTGATTTCACCCGCATCGCCGAGCACCGGCTGCCCT 
ACGACACGGTCTTTCTGCTCAACCGCTATTTCGAAGTCGTCGGCGAAGCC 
GTCGAAGGTTCCGGTGGCGTCGTCGACAAGTTCATCGGCGACGGGGCGCT 
CGCGATCTTCGGACTGAAGACCCCTCTGCCGGAGGCCTGCCGCCAGGCAC 
TTTCGGCCGCCGCCCGGTTGTCGCAGGGAATCCGGGCGCTCAACCAGACC 
TTCGAAGGGGAGCTCGAGCAGCCACTGAGGCTCGCCATCGGCCTCCACGC 
GGGCCCGGCGATCATCGGCGAAATGGGCTACGGCCAGGCAACCTCGCTCA 
CGGTCGTCGGCGACACGATCAATACGGCGAGCCGGCTGGAAGGTCTCGCG 
AAGGAGCACGACGTCGAGCTTGCCGTTTCCGCCGAACTGGTCGAGCGCGC 
CGGCCTCAGCTTCGAAGGCCACAGACGGCTGGAAATCGGCCTGCGGGGCC 
GCAAGGCGACTCTGGAAACCTGGATCATCGGTGACGCGGCGCAGCTCTCG 
CTTTCGCTGCCGATGCAGGGTACTAGAGATTACAAGGATCACGATGGTGA 
TTACAAGGATCACGATATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGTGAAAGC 
TTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCCTA 
TAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACT 
GGGAAAACCCTGGC 
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pWBT-cyaC 
CATATGCTTTCGTCTTCACCTCGAGAAATCATA 
AAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTCAATTG 
TGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATCTAGA 
ATGACGATCCTATCCGCCAGCACGCGCAAGAAGATGCACCTGATCTCAGG 
GGCCGTACTCGGCGTTTTCGTGCTCTTGCACTTCTCGAATCACGCGCTCG 
GGCTCGTCTCGATCGATGCGATGGAAACGGGCCGGCGGATATTCACCTCG 
GTTTGGCAGAGCATTCCCGGAACGGCCCTCCTCTACGGCGCGCTGCTGCT 
GCATTTCCTGATGGCGCTCGACAGTCTCTACCGGCGGCAAACGTTCCGCA 
TGCCTGTCGGCGAAGCCCTGAAGATCATCTTCGGCCTGAGTCTGCCCTTT 
CTGCTTGTGCCTCACGTGGTCGCCGCCCGCGTGGAGCCGCTTCTTTCAGG 
TGTTTATCCAGACTACCCCGCGATCCTGCGCACCCTCTGGTCAAGCTCGT 
TCAACACCTCTCGTCAGTCGCTTGCGCTCATCGTCGTCTGGGGTCACGCC 
TGTCTTGGCGCCTGGTTCTGGATGCGAGGGCGCGCCTGGTTTCCGAAATA 
CGAAACGCTGCTCTATACCGTCGCCCTGCTGGTGCCGATCTTCGCACTGC 
TCGGCTTCGTCAACGGCGCCCGTTCACTGGAGCGCGACTACGCGGAACAT 
GGCGGTTACGGCGACAGGGCCTATTCCAGCCAGGCACCTCGCGTCGACCC 
TAACCTTCTCGATAAGATCAGGCTGGCATTCTATGGCGGCTTCGCAAGCC 
TGATCGGCGGCACCCTCGTTCTGCGCGCCCTGCCGGCGCGCGGCCGTATT 
CGTATTCGTTATCCGGACGGCCGGGTCGCCGCCGTCAGCCTCGGCTTCAG 
CGTTCTGGAGGCCAGCCGGGCGGCCGGAATTCCTCATGTTTCCGTCTGCG 
GCGGGCGCGGGCGCTGTTCCACCTGTCGCGTGCGGATAACGCAGGGGCTC 
GAAGGCCAGCCGCCGCCGGAAGCTGCAGAACTCGCGACGCTGACCCGCAT 
CGGCGCTCCCGAGAACGTACGCCTCGCCTGCCAGTTCCGCCCCGTGCACA 
ATGTGAGCGTCGTGCCCATCCTCGACACCGACAGCCTCGGGATCAAGACG 
CAGCTTGCCCGCCAGAACGCCGGCGGACGCGAGCGCCGTGTCGCCGTGCT 
CTTCTGCGACCTGCGTGATTTCACCCGCATCGCCGAGCACCGGCTGCCCT 
ACGACACGGTCTTTCTGCTCAACCGCTATTTCGAAGTCGTCGGCGAAGCC 
GTCGAAGGTTCCGGTGGCGTCGTCGACAAGTTCATCGGCGACGGGGCGCT 
CGCGATCTTCGGACTGAAGACCCCTCTGCCGGAGGCCTGCCGCCAGGCAC 
TTTCGGCCGCCGCCCGGTTGTCGCAGGGAATCCGGGCGCTCAACCAGACC 
TTCGAAGGGGAGCTCGAGCAGCCACTGAGGCTCGCCATCGGCCTCCACGC 
GGGCCCGGCGATCATCGGCGAAATGGGCTACGGCCAGGCAACCTCGCTCA 
CGGTCGTCGGCGACACGATCAATACGGCGAGCCGGCTGGAAGGTCTCGCG 
AAGGAGCACGACGTCGAGCTTGCCGTTTCCGCCGAACTGGTCGAGCGCGC 
CGGCCTCAGCTTCGAAGGCCACAGACGGCTGGAAATCGGCCTGCGGGGCC 
GCAAGGCGACTCTGGAAACCTGGATCATCGGTGACGCGGCGCAGCTCTCG 
CTTTCGCTGCCGATGCAGGGTTGAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAG 
GGGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCAC 
TGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAA 
CTTAATCG 
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Histidinvarianten cyaC (His_Ala) 
 
 
 
 
Stamm: BTH101 (Δcya), StrepR 
Vektor:  
Wildtyp: pWBT_cyaC_3xFlag, GentR 
(WT bereits zugesendet mit Stamminfo und Konstrukt) 
 
________________________________________________________________________________________________________________ 
 
Proteinprobe:  
 
• Elutionsfraktion2 (11.04.17); Konz 0,86 µg/µl 
(siehe Elutionspuffer) 
 
• Elutionsfraktion4 (24.03.17); Konz 0,8 µg/µl 
(ohne DTT in Elutionspuffer, nur in vorherigen Puffern mit DTT) 
 
Solubilisierung: 1% Dodecylmaltosid  
 
Elutionspuffer:  
100mM Tris/HCl, pH: 8,0 
150mM NaCl 
1mM EDTA 
1mM DTT 
0,05% DDM 
2,5mM Desthiobiotin 
 
 
149 105 
68 31 27 
TM6 TM5 
TM4 TM3 
TM1 TM2 
MTILSASTRKKMHLISGAVLGVFVLLHFSNHALGLVSIDAMETGRRIFTSVWQSIPGTALLYGALLLHFLMALDSLYRRQTFR 
MPVGEALKIIFGLSLPFLLVPHVVAARVEPLLSGVYPDYPAILRTLWSSSFNTSRQSLALIVVWGHACLGAWFWMRGRAW 
FPKYETLLYTVALLVPIFALLGFVNGARSLERDYAEHGGYGDRAYSSQAPRVDPNLLDKIRLAFYGGFASLIGGTLVLRAL 
